i 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCX 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets ^ : 

C12N 9/34, 9/44 // (C12N 9/34, C12R 
1:01) 



Al 



(II) Num^ro de publication intcrnationale: WO 98/26058 
(43) Date de publication intcrnationale: 18 juin 1998 (18.06.98) 



(21) Numero de la demande intemationalc: PCn7FR97/02271 

(22) Date de depot international: 1 1 d6cembre 1997 (1 1.12.97) 



(30) Donnces relatives h la priorit^: 

96/ 1 5204 11 d^cembre 1 996 ( I 1. 1 2.96) FR 

97/02909 12 mars 1997 (12.03.97) FR 



(71) Deposant (pour tons les Etats d^signis sauf US): UNIVER- 

SITE DE REIMS CHAMPAGNE ARDENNES (FR/FRJ; 9, 
boulevard de la Paix, F-5II00 Reims (FR). 

(72) Inventcurs; ct 

(75) InvcniQurs/Dcposanis ( US sculement): COPI NET-LEG IN. Es- 
telle [FR/FR]; 25, rue Ponsardin, F-SllOO Reims (FR). 
DUCHIRON, Francis [FR/FR]; 4, al!6e J. Goujon. F-51 100 
Reims (FR). GANTELET, Hubert [FR/FRJ; 3, rue Villain, 
F-08300 Sault les Rethel (FR). 

(74) Mandataire: HAMMOND, William; Cabinet Hammond, 33, 
rue Vaneau. F-75007 Paris (FR). 



(81) Etats ddsignes: CA, JP. US, brevet europ^en (AT, BE. CH 
DE, DK. ES, R, FR. GB, GR, IE, IT, LU. MC, NL, Pt] 
SE). 



Pubiiee 



Avec rapport de recherche Internationale. 

Avanl r expiration du dilai privu pour la modification des 

rcvendications, sera republiee si de telles modifications sont 

revues. 



(54) Title: THERMOSTABLE ALPHA-GLUCOSIDASE ET PULLULANASE AND THEIR USES 

(54) Titre: ALPHA-GLUCOSIDASE ET PULLULANASE THERMOSTABLES ET LEURS UTILISATIONS 

(57) Abstract 

Tl^e invention concerns a novel o'^glucosidase and a novel puUulanase obtained from a strain of the genus Thermococcus and the use 
for transforming a starch into a sugar syrup. 

(57) Abregc 

La pr^sente invention est relative 2i une nouvelle a-glucosidasc ct unc nouvcllc pullulanase oblenues in partir d'une souche du genre 
Thermococcus ainsi qu'a leur utilisation pour transformer un aniidon en un sirop de sucic. 



BNSOCX:iD <WO, 9e260S6Ai I > 



UNiQUEMENT A TITRE DINFORMATION 



Codes utilises pour idenlifier les Erals parties au PCT. sur les pages de couverture des brochures publiant des demandcs 
intemationales en vertu du PCT. 



At 


Albantc 


AM 


Arm^nic 


AT 


Auirichc 


AU 


Ausiralie 


AZ 


Azcrbaldjan 


BA 


Bosnic-Hcrzdgovinc 


BB 


Barbadc 


OB 


Belgiquc 


BF 


Burkina Faso 


BG 


Bulgaric 


BJ 


B6nin 


BR 


Brdsil 


BY 


B6larus 


CA 


Canada 


CK 


R6publique centrafricaine 


CG 


Congo 


CII 


Suisse 


CI 


Cdic d'l voire 


CM 


CameiDun 


CN 


Chine 


CU 


Cuba 


CZ 


R6publiquc Ichftque 


OE 


Allemagne 


DK 


Dancmark 


EE 


Esionic 



ES 


Espagiie 


FI 


Hnlande 


FR 


France 


GA 


Gabon 


GB 


Royaumc-Uni 


GE 


GCorgic 


GH 


Ghana 


CN 


Guin6c 


GR 


Grfccc 


HU 


Hongrie 


IE 


Irlande 


IL 


Israel 


IS 


Istande 


IT 


lialie 


JP 


J^ion 


KE 


Kenya 


KG 


Kirghizistan 


KP 


Rdpubliquc populairc 




democrat Iquc dc Coct5e 


KR 


R£publiquc dc Coxtc 


KZ 


Kazakstan 


LC 


Satnte-Lucie 


LI 


Liechtenstein 


LK 


Sri l^anka 


LR 


Liberia 



LS 


Lesotho 


LT 


Lituante 


LU 


Luxembourg 


LV 


Leiionie 


MC 


Monaco 


MD 


R^publique de Moldova 


MG 


Madagascar 


MK 


Ex-R6publique yougoslave 




de Mac^doinc 


ML 


Mali 


MN 


Mongoltc 


MR 


Mauritanic 


MW 


Malawi 


MX 


Mcx iquc 


NE 


Niger 


NL 


Pays-Bas 


NO 


Norvegc 


NZ 


Nouvcllc-Z^landc 


PL 


Polognc 


PT 


Portugal 


RO 


Roumanic 


RU 


F6d6ration de Russie 


SD 


Soudan 


SE 


Su&de 


SG 


Singapour 



SI 


Siovdnte 


SK 


Slovaquie 


SN 


S6ndgal 


SZ 


Swaziland 


TD 


Tchad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadjikistan 


TM 


Turkm6nisian 


TR 


Turqute 


TT 


1'rtnit6-cl'Tobago 


UA 


Ukraine 


UG 


Ouganda 


US 


Gtats-Unis d'AmiSrique 


UZ 


Ouzb£kistan 


VN 


Vict Nam 


YU 


Yougoslavie 


ZVV 


Zimbabwe 



BNSDOCID <WO .9a26058AlJ_> 



wo 98/26058 



PCT/FR97/02271 



ALPHA-GLUCOSIDASE ET PULLULANASE THERMOSTABLES ET LEURS UTILISATIONS 



La presente invention est relative a une nouvelte a-giucosidase et une 
s nouvelle pullulanase thermostables et a ieurs utilisations industrielles. 

Dans rindustrie de fannidonnerie, la transformation de Tamidon en un 
sirop de glucose necessite deux etapes enzymatiques. La premiere etape est ac- 
tuellement realisee par action d'une a-amylase thermostable et la seconde par 
action d'une glucoamylase ou (d*une a-glucosidase) et d'une pullulanase thermo- 
10 sensibles. 

On connait deja des souches du genre Thermococcus permettant la 
production d'enzymes : par exemple le document WO-A-95/23852 conceme la 
souche Thermococcus celer capable de produire une amylase et une pullulanase. 

Aussi un des buts de la presente invention est-il de fournir une a-glu- 
15 cosidase qui agit dans les memes conditions que Ta-amylase actuellement mise en 
oeuvre : ainsi la transformation de I'amidon en un sirop de glucose poun-ait etre 
realisee dans une seule etape. 

Ce but, ainsi que d'autres qui apparaitront par la suite, est atteint par 
une a-glucosidase qui est caracterisee. selon la presente invention, par le fait 
20 qu elle est obtenue par culture de la souche Thermococcus hydrothermalis, souche 
CNCM 11319. 

Comma enonce ci-dessus, la presente invention est egalement relative 
a une pullulanase qui est caracterisee par le fait qu'elte est produite simultanement 
avec I'a-glucosidase ci-dessus. 
25 Un exemplaire de la souche du genre Thermococcus hydrothermalis a 

ete depose le 16 juin 1993 a la Collection Nationale des Cultures de Micro- 
organismes sous le numero CNCM I 1319 : elle correspond a la souche referencee 
AL 662 dans la collection detenue par I'lFREMER. 

Les deux enzymes issues de Thermococcus hydrothermalis peuvent 
30 etre utiiisees simultanement avec une a-amylase commerciale pour produire un 
sirop de sucre a partir d'amidon. 

La presente invention est decrite en reference aux figures annexees, 
parmi lesquelles : 

- la figure 1 montre I'influence de la temperature sur Tactivite d'une a-glucosidase 
35 selon la presente invention a pH 5,5 ; 
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- la figure 2 montre Tinfluence du pH sur Tactivite d'une a-glucosidase selon ta pre- 
sente invention a une temperature de SOX ; 

- la figure 3 montre Teffet du pH sur Tactivite d'une pullulanase purifiee selon 
Tinvention ; 

5 - la figure 4 montre Teffet de la temperature sur I'activite d'une pullulanase purifiee 
selon invention ainsi que Teffet protecteur du calcium a une concentration de 
1 mM ; et. 

- la figure 5 montre rinfluence du pH sur ractlvite d'une a-glucosidase selon 
Unvention et d'une autre produite par une autre souche de Thermococcus, 

'0 Selon la presente invention, une a-glucosidase est obtenue a partir 

d'une souche du genre Thermococcus, en particulier. Thermococcus hydrotherma- 
lis, et une pullulanase a partir d'une souche du genre Thermococcus. notamment 
Thermococcus hydrothermalis. 

Une souche de Thermococcus hydrothermalis a ete rendue public sous 

15 le numero CNCM I 1319 : elle a ete deposee le 16 juin 1993. 

L'a-glucosidase est une enzyme constitutive chez Thermococcus hy- 
drothermalis. La mise au point de la production de cette enzyme chez cette bacterie 
a montre que certaines sources carbonees (comme I'amidon soluble, ie glycogene 
et des dextrines) pouvaient induire par trois la production de I'enzyme. Uajout de 4 

20 g/l d'amidon soluble au milieu d'induction a ete retenu pour la suite de I'etude. 

Le rapport entre la croissance de la souche et la production enzymati- 
que a ete aborde. Ainsi, Thermococcus hydrothermalis, cultive en fermenteur d*un 
litre et demi sur milieu BHI+soufre+amidon soluble, possede un temps de genera- 
tion de 34 min. et atteint sa phase stationnaire en 8 heures environ. Le maximum 

25 d'activite est atteint en 6-7 heures au niveau du milieu intracellulaire. puis on 
constate que I'activite intracellulaire diminue progressivement. L'activite extracellu- 
laire qui est faible dans les premieres heures de culture, augmente progressivement 
jusqu'a 24 heures. Ce phenomene peut etre explique par la lyse cellulaire de la 
souche : en effet, Ta-glucosidase qui est assurement une enzyme intracellulaire, est 

30 liberee dans le milieu de culture lors de la phase stationnaire et la phase de declin. 
provoquant cette augmentation d'activite extracellulaire. 

L'etude des proprietes physico-chimiques de l'a-glucosidase. dans le 
milieu intracellulaire a montre que cette enzyme est active de fa?on optimale a pH 
5.0-5.5 et a 110°C environ. Elle presente encore 50 % de l'activite maximale entre 

35 96X et 116"C. A 120"C, I'enzyme est denaturee. L'a-glucosidase de la souche 
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selon rinvention est stable pendant 24 h a 80X, tandis qu'a il ne reste que 

50 % de ractivite initiate au bout de 2 h 30. La stabilite thermale de Tenzyme est 
augmentee en presence d'amidon. Plus le pourcentage d'amidon est accru et plus 
la protection de Tenzyme envers Tinactivation par la chaleur augmente. Ainsi. a 
106X, en presence de 10 % d'amidon. la demi-yie de I'enzyme est de 2 h. alors 
que sans amidon, la demi-vie n'est que de 8 min. 

La purification de Tenzyme a ete abordee afin de pouvoir mettre en 
evidence ces caracteristiques exactes et afin que I'enzyme puisse etre comparee 
aux autres a-glucosidases deja decrites. Pour cela. Thermococcus hydrothermalis 
est cultive en fermenteur de 200 litres sur milieu BHI+soufre+amidon, en anaero- 
biose, a BOX et pH 6,0. Au bout de 6 heures de croissance, les cellules bacte- 
riennes sont recuperees par centrifugation du milieu de culture et cassees par 
passage sur presse de French. Le milieu intraceliulaire contenant I'a-glucosidase 
est dialyse avec une cellule d'ultrafiltration dont le seuil de coupure est de 30 kDa et 
15 concentre par precipitation des proteines au sulfate d'ammonium (70 % de satu- 
ration). Apres centrifugation, le culot proteique est repris dans un faible volume de 
tampon et dialyse afin d'eliminer le sulfate d'ammonium. L'echantillon proteique est 
depose en plusieurs fois sur une colonne echangeuse d'ions (Hitrap Q sepharose 
High Performance). Les proteines sont eluees grace a un gradient discontinu de 
tampon Tris-HCL contenant 1M de NaCI. Les fractions possedant I'activite a- 
pNPGase sont regroupees et concentrees sur cellule UF. La 3eme etape de purifi- 
cation emploie une chromatographie d'affinite sur gel de sepharose sur lequel sont 
greffes des residus glucose. L'enzyme est eluee de la colonne grace a un gradient 
continu de tampon phosphate contenant 1M de NaCL La derniere etape consiste a 
faire passer Techantillon proteique sur une colonne de tamisage moleculaire 
(Sephacryl S200 High performance). L'enzyme purifiee est obtenue apres toutes 
ces etapes. La proteine est monomerique et possede une masse molaire d'environ 
118000 daltons. 

Pour la mise en evidence de la production d'une pullulanase, on a utilise 
30 un milieu de culture, appele BHIS, compose d'infusion de coeur-cen/elle (9 g/l), de 
NaCI (23 g/l). de soufre elementaire (5 g/l). de tampon PIPES (6.05 g/l), de 
resazurine (1 mg/l), Apres tyndallisation (40 min a 100X deux jours successive- 
ment). le milieu est reduit par du NaaS (0.5 g/l) dans une enceinte anaerobie ou la 
composition en gaz est N2/H2/CO2 dans les proportions 90 % /5 % /5 %. 
35 L'incubation est realisee a BO'^C. 



20 



25 
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Apres croissance. les milieux sont degazes a I'azote pour eliminer I'HaS 
forme par Tisolat. fiitres pour retenir le soufre elementaire. puis cellules et surna- 
geants sont separes par centrifugation (10.000 g pendant 40 min). 

L'activite pullulanase est determinee en mesurant les sucres reducteurs 
5 liberes. par la methode a I'acide dinitrosallcylique (Miller 1959), quand Textrait 
enzymatique est incube a 80°C en presence de pullulanase (0,75 %) dans du 
tampon phosphate de sodium (200 mM, pH 6.0). 

Pour I'etude du pH, les conditions sont identiques a celles citees pre- 
cedemment avec un tampon citrate-phosphate 200 mM pour les pH 3.O77.O et un 
10 tampon phosphate de sodium 200 mM pour les pH 6.0-8.0. 

Pour I'etude de Tinduction de I'activite pullulanase par les sucres, une 
autre technique a ete utilisee, 11 s'agit de suivre rhydrolyse du pullulane colore (bleu 
brillant de remazol-pullulane) par la liberation du groupement colore (bleu brillant de 
remazol). 

15 La purification de Tenzyme a ete abordee afin de pouvoir mettre en evi- 

dence ces caracteristiques exactes et afin que Tenzyme puisse etre comparee aux 
autres pullulanases deja decrites. Pour cela Thermococcus Hydrothermalis a ete 
cuitive dans les conditions precedemment decrites, avec les differences suivantes : 
le maltrose est utilise a la place de I'amidon et la culture dure 23 heures les autres 

20 conditions sont inchangees. 

Les proteines precipitees au sulfate d^ammonium ont ete remises en 
solution dans du tampon phosphate de sodium pH 6.0 et deposees sur une colonne 
de chromatographie d'interactions hydrophobes. L'elution a ete realisee avec un 
gradient decroissant de sulfate d'ammonium (de 1 a 0 molaire) dans du tampon 

25 phosphate de sodium pH 6,0. Apres cette premiere etape, le rendement de recu- 
peration de Tactivite pullulanase a ete de 31 % et le taux de purification de 10. 

On a ensuite realise une chromatographie par echange d*ions a pH 8.5 
apres une concentration et une diaflitration des fractions contenant I'activite pullu- 
lanase. Les proteines ont ete eluees avec un gradient de chlorure de sodium (de 0 

30 a 1 molaire) dans du tampon Tris-HCI pH 8,5. Par rapport a I'extrait brut de depart, 
le rendement de recuperation etait de 15 % et le taux de purification de 30. 

La derniere etape a ete une chromatographie d'affinite apres concen- 
tration et diaflitration des fractions recuperees precedemment Le malotriose a ete 
utilise comme ligand d'affinite, et a ete couple a du sepharose active. L'enzyme a 

35 ete eluee avec un gradient de chlorure de sodium (de 0 a 0,6 molaire) dans du 
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tampon acetate de sodium pH 5,5. Le rendement de recuperation de cette derniere 
etape etait de 8 % et le taux de purification de 97 par rapport a Textrait brut. 

L'enzyme purifiee est obtenue apres toutes ces etapes et possede une 
masse molaire d'environ 128000 daltons. 
5 Les proprietes de Tenzyme purifiee sont illustrees sur les figures 3 et 4. 

Les enzymes, selon la presente invention, sont d'une grande utilite 
notamment dans Tamidonnerie : la conversion de Tamidon en divers sirops de sucre 
se deroule a hautes temperatures du fait de la tres faible solubiiite de Tamidon. 

L'utilisation d'une a-glucosidase compatible avec I'a-amylase mise en 
10 oeuvre lors du premier stade de transformation permet de reduire le precede de 
transformation en une seule etape. De meme, l'utilisation d'une pullulanase qui 
presente une activlte maximale dans cette meme zone de temperature, permet de 
concourir a la conversion de I'amidon en divers sirops de sucre en une seule et 
meme etape. 

15 L'utilisation de ces enzymes est illustree par les deux exemples sui- 

vants : 

Exemple 1 : 

Action d'un extrait brut de la souche Thermococcus Hydrothermalis riche en a- 
20 giucosidase. 

2 essais sont realises en parallele avec de I'amidon de ble natif comme substrat 

essai 1 : Amidon natif 90 g 

CaCI2 oOppm 
25 Termamyl 1 201 1 50 micro-litres 

tampon phosphate pH 6,0 200 mM en quantite suffisante pour avoir un volume 
reactionnel de 300 ml, 

30 essai 2 identique a I'essai 1 mais avec 30 unite a-glucosidase issue de Thermo- 
coccus hydrothermalis 

Pour les deux essais. la temperature d'incubation est de gO^'C. 

35 
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Les resultats sont presentes dans le tableau I suivant : 

Tableau I 



Temps 
(heures) 


Essai 1 
Glucose g/l 


Essai 1 
DE g/l 


Essai 2 
Glucose g/l 


Essai 2 
DE g/i 


0 


0 


6 


0 


6 


1 


3.6 


14.7 


7.7 


17.4 


3 


6.5 


16.8 


14.4 


22 


7 


7.5 


18.75 


26 


. 29 



Les essais n'ont pas ete poursuivis au dela de 7 heures, car comme 
5 nous avons utilise un extrait brut comme source d'enzyme, tres riche en proteine, 
cela a entraine la formation de compose de Maillard dans le milieu reactionnel ren- 
dant difficile I'analyse des produits de la reaction. 

Mais, cet exemple preliminaire montre qu'i! est possible de realiser en 
une seule etape la reaction de liquefaction et la reaction de saccharification. 

to 

Exemple 2 

Action d'un extrait brut de la souche Thermococcus hydrothermalis riche en pullu- 
lanase 

15 2 essais sont realises en paraliele avec de Tamidon de ble natif comme substrat 
essai 1 : Liquefaction 

Amidon 160 g/l 

Termamyl 120 I 150 micro-litre 

CaC12 60 ppm 

20 tampon phosphate pH 6,2 200 mM en quantite suffisante pour avoir un 

volume reactionnel de 300 ml. 

Incubation 2 heures a 90*'C. 

Saccharification 

25 ajout de 55 Unite amyloglucosidase AMG 300 L commercialisee par la 

societe Novo Nordisk. 

La reaction est suivie pendant 22 heures a SOX. 



BNSOCXDIO: <WO ^98260S6A 1 ^1 ^> 



wo 98/26058 



PCT/FR97/02271 



7 



essai2 

identique a I'essai 1 mais durant I'etape de liquefaction, di verses 
quantites de pullulanase de Thermococcus hydrothermalis ont ete ajoutees soit : 34 
Unites. 68 Unites. 136 Unites. 
5 Les resultats sont presentes sur la figure 6 ci-jointe. 

lis nous montrent clairement que Tajout de la pullulanase thermostable 
lors de I'etape de liquefaction permet de reduire significativement le temps de sac- 
charification. 

Comme une autre souche de Thermococcus dite Thermococcus AN1 
10 est connue comme pouvant produire des enzymes de meme fonctio.n que la souche 
Thermococcus hydrothermalis, on a compare Tactivite de ces deux a-glucosidase. 

Ainsi, la figure 5 represents I'activite des deux enzymes en fonction du 
pH : on notera que le maximum d'activite est different, de meme que la forme de la 
courbe. L'activite maximale d'une a-glucosidase selon I'invention est comprise entre 
15 5,5 et 7,5 et est au dela de 7 pour celle issue de Thermococcus NA1 actuellement 
denommee Thermococcus zilligii. 

Dans le tableau II ci-apres. on a regroupe le taux d'activite residuelle de 
ces deux a-glucosidases lors d'incubation avec effecteurs a temperature ambiante 
pendant 1 heure. 
20 Tableau II 



Effecteurs 


Activite residuelle (%) 


T. Hydrothermalis 


T. AN1 


Tampon phosphate pH 7,4 




100 


Tampon phosphate pH 6,0 


100 




uree 4 M 


85 


73 


SDS 2 % 


165 


116 


SDS 1 % 


170 


121 


DTT 1 % 


106 


170 


BSA 4 % 


174 


250 



SDS : sodium dodecylsulfate 

DTT : dithiothreitol 

BSA : bovine sero-albumine 
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De ces essais comparatifs. il apparait que 1' a-glucosidase produite par 
Thermococcus hydrothermalis presente des proprietes propres. 
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REVENDICATIONS 



1 . a-glucosidase caracterisee par le fait qu'elle est obtenue par culture 
5 de la souche Thermococcus hydrothermalis, 

2. a-glucosidase, selon la revendication 1 , caracterisee par ie fait que la 
souche la produisant est Thermococcus hydrothermalis, CNCM I 1319. 

10 3. a-glucosidase. selon la revendication 1 ou 2, caracterisee par le fait 

que : 

a) elle presente una activite maximale a un pH compris entre 5.0-5.6 a une 
temperature de 96 et lie^'C, le substrat etant de i'amidon 

b) elle presente une activite inventive maximale a une temperature de 110^*0 a un 
15 pH de 5.5. le substrat etant de I'amidon. 

4. Pullulanase. caracterisee par le fait qu'elle est obtenue par culture de 
la souche Thermococcus hydrothermalis. 

20 5. Pullulanase. selon la revendication 4. caracterisee par le fait que la 

souche la produisant est Thermococcus hydrothermalis, CNCM I 1319. 

6. Pullulanase. selon la revendication 4 ou 5, caracterisee par le fait 

que : 

25 a) elle presente une activite maximale a un pH compris entre 5,0-6.2 pour une 
temperature de 85 a 115°C. le substrat etant I'amidon ou le pullulane 
b) elle presente une activite maximale a une temperature de IIO^'C a un pH de 5,5, 
le substrat etant le pullulane ou Tamidon. 

30 7. Precede pour produire un sirop de sucre a partir d'amidon, caracerise 

par le fait que Ton utilise simultanement une a-amylase commerciale, une a- 
glucosidase et une pullulanase issues de Thermococcus hydrothermalis. 



35 
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